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Boschreibung 

Die Erfindung betrifft neue synthetische Isohirudine, die durch Austausch im Bereich der Asp-Gly-Motive Bine 
verbesserte Stabilitat besitzen. Dadurch wird einerseits die Ausbeute wahrend der Aufarbeitung gesteigerl und ande- 

5 rerseits eine galenische Zubereilung ale direkt injizierbare Fertiglosung ermoglicht. 

Aus dem Blulegel Hirudo medicinalis sind medizinisch wertvolle hochaffine Thrombininhibitoren bekannt, von de- 
ren Einsatz in der Humanmedizin wesentliche Fortschritte bei der Thromboselheraple erwarlel werden. Diese peptid- 
artigen Inhibrtoren warden ate Hirudine bezeichnet, wobei eine groGe Zahl an naturiichen Isohirudinen bekannt ist, die 
sich nur in wenigen Aminosauren der Sequenz unterscheiden. Naturliche Isohirudine sind z.B. beschrieben in EP-A 

to 142 860, EP-A 158 564, EP-A 158 986, EP-A 168 342, EP-A 171 024, EP-A 193 175, EP-A 200 655, EP-A 209 061, 
EP-A 227 938. Die Entwicklung der rekombinanten DNA-Technologie im letzten Jahrzehnt hat es nun ermoglicht, 
Hirudine im industriellen MaBstab durch den Einsatz gentechnisch modifizierter Mikroorganismen verfQgbar zu ma- 
chen. Verfahren zur Darsteliung von Isohirudinen auf der Basis natQriicher Sequenzen sind zum Beispiel beschrieben 
in EP-A 171 024 und EP-A 200 655 und der darin zitierten Literatur. 

is Ober die therapeutische Wirksamkeit hinaus warden jedoch an ein Pharmakon heulzutage weitergehende An- 

spruche gesteilt. Dazu gehdren u.A. Wirtschaftlichkeit in der Herslellung, klinische Handhabbarkeil und hohe Haltbar- 
keit im Hinblick auf eine lange Verwendungsdauer 

Damit eine verbesserte Therapie auch unter wirischaftlichen Gesichtspunkten einer hohen Zahl an Patierrten zu- 
gule kommen kann, ist es ndtig, die Herstellungskosten des Phanmakons Hein zu halten. Dies kann bel gentechnischen 

20 Produkten durch die Entwicklung optimierter Expressionssysteme, aber auch durch die Anpassung des Pharmakons 
an ein solches Systems angestrebt werden. In dieser Hinsicht struklurell optimierle Isohirudine sind z.B. beschrieben 
in EP-A 324 71 2 und EP-A 448 093. 

Dem Aspekt der Verwendungsdauer soilte durch eine hohe Stabilitat des Pharmakons Rechnung getragen werden, 
so daB Iherapeutischen und pharmakologischen Komplikationen aufgrund der Bildung von Abbauproduklen vorge- 

25 beugt wird. Die aus dem Blutegel bekannten Isohirudine als auch Desulfatohirudine aus gentechnisch modrfizierten 
Mikroorganismen lassen in dieser Hinsicht zu wunschen Obrig, da sie aufgrund ihrer Struklur zur Bildung von Neben- 
produkten durch interne chemische Umwandlung neigen. Auch unter dem Aspekt Wirtschaftlichkeit des Aufarbeitungs- 
verfahrens ist die a priori \fermeidung der Bildung von Nebenprodukten vorteilhaft, da deren Ablrennung entfaJft. Dies 
schlagt sich in verbesserten Aus be ut en nieder. 

30 Eine verbesserte Stabilitat wflrde zudem eine Zubereitung ermoglichen, die eine Lagerung und Anwendung des 
Pharmakons mit minimalem Aufwand zuiaflt. Belm Hirudin stellt eine direkt Injizierbare stabile Fertigldsung eine solche 
Zubereitung dar, die sich dazu noch durch sine lange Verwendbarkeit auszeichnen sollte. Die chemische Instability 
der bekannten Isohirudine ist dabei namlfch ein begrenzender Faktor, da die lemperaturabhangige Nebenproduktbil- 
dung der gelosten Substanz auch bei KQhlschranklagerung nur eine begrenzte (kurze) Verwendungsdauer einer sol- 

35 chen Zubereitung erlaubt, wobei eine Wirtschaftltehkeil nur schwer erreichbar ist. 

Die bekannten natOrlichen Isohirudine und daraus abgeleiteten Desulfatohirudine fOr die pharmazeutische Ent- 
wicklung unterscheiden sich nur in wenigen Aminosaurebausteinen, wobei in der Sequenz variable und konservative 
Regionen unterschieden werden konnen. Zu den konservativen Regionen gehoren die Sequenzen -Ser a2 -Asp(Asn) 33 - 
Gly 34 - und -Asn 62 -Asp(Asn) 6 3-Gly 64 -Asp 65 -. Die Numerierung erlolgt nach der durch Dodt et al., FEBS LETTERS 165 

40 (1984) 180- 183 publizierten Sequenz mit 65 Aminosauren. Proteinchemische AnaJysen von Hirudin-Abbauprodukten 
haben nun gezeigt, daB diese Sequenzmotive zum Oberwiegenden Teil fQr die chemische Instability von Hirudin ver- 
antwortlich sind. Die Desamidlerung von Asparagln zu AsparaglnsSure kann dabei auGer Betracht gelassen werden, 
da sie zu einer weileren naturiichen Isohirudinstruktur fOhrt. Wesentlich fur den Hirudinabbau ist die Isomerisierung 
und Racemisierung an den beiden -Asp-Gry-Sequenzen. Die Bedeutung dieser Reaktbnen fflrden Abbau von Pro- 

45 teinen Ist literaturtekannt (JBC 262, 1987, S. 785-793 u. JBC 264, 1989, S. 6164-6170). Die Bedeutung der carboxy- 
terminalen Struklur des Hirudins IQr die hochaffine Bindung an Thrombin ist ebenfalls bekannt. Ein Aminosaureaus- 
tausch in Bereichen mit konservatrvem Sequenzcharakter, die an der Bindung beteiligl sind, 1st mit der Gefahr einer 
AffinilatseinbuBe verbunden. Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daG bestimmte stabilitatsverbessemde Mo- 
difikationen in konservativen Bereichen vorgenommen werden konnen, ohne die Affinitat zum Thrombin und damit die 

so Wirksamkeit zu beeintrachtigen (Beispiel 7, Tab. 1 und Beispiel 8, Fig. 2). 

Zudem zeigtsich flberraschenderweise, daB trotzdervorgenommenen Austausche, auch bei mehr als einer Ami- 
nosaure keeie Zunahme der Antigenitat eintrftt. 

Femer wurde gefunden, daB beide -Asp-Gly-Sequenzen gleichermaBen zur Inslabilitat des Hirudins beitragen. 
Eret durch Modiflkation beider Sequenzbereiche kann die Nebenproduktbildung entscheldend reduziert werden (Bel- 

55 spiel 9, Tabelle 2). 

Derzeitliche Verlauf der Nebenproduktbildung der Stammverbindungen alsauch deroptimierten Desulfatohirudine 
sowohl bel saurem (Beispiel 11, Flg.3) als auch bel physiologlschem pH (Beispiel 10, Flg.4) zeigt, daB der Amlnoter- 
minus keinen EinfiuB auf die Stabilitat hat und eine Modifikation somit nicht zur Stabilisierung beitragt. Daraus folgt, 
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daB die am Beispiel des [Ala 1 , Thr 2 ] Desulfatohirudins gezeigten Optimierungen aul Isohirudina mit untarschiedlicham 
Aminotermlnus Qbertragbar sind (z.B. [VaJ 1 .Val 2 ]- und pie 1 .Thr^ Desulfatohlrudln). 

Eine detaillierte Analylikdar Stabilitat verschiedenersynlhetischsr Isohirudina (Fig.3 und 4) offanbart jadoch, am 
Beispiel von [Ala 1 ,Thr 2 , Glu 33 Glu 53 ] Desulfatohirudin, daG ein einlacher Austausch der Asparaginase nichl den op- 
5 timalen Effekt lief art. Die uberlegene Stabilitat von [AiaMhr^.Glu^GlnSS Glu 53 , Ala**]- Desulfatohirudin und [Ala\Thr 2 
Glu^.GIn 62 , Glu 53 Glu w ]-Desulfatohimdin -Desulfatohirudin zeigt fiberraschenderweise, daG der zusatzliche Aus- 
tausch von Asparagin gegen Glutamin an Position 52 einen wesentlichen Beitrag zur Stabilisierung leistet. 

Die Erfindung betrifft folglich Isohirudina mit verbesserter Stabilitat, wobei an Position 33 Glu, an Position 52 Gin, 
Glu, Asn Oder Asp, an Position 53 Glu und an Position 54 Gly Oder Ala und an Position 55 Glu oder Asp stent. 
10 Bevorzugt sind Varbindungan der Formal I 

10 

, 5 A' -A* -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu- 

20 30 
Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lle-Leu- 

20 40 

Gly-Ser- B - Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-lhsGly-Glu-Gly-Thr- 
50 52 53 54 55 60 
25 Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D ♦ E - F -Phe-Glu-Glu-lle-Pro- 

Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn 

30 wobei 



A 1 


= Leu, Ala, lie oder Val bedeutet 


A* 


= Thr oder Val 


B 


Glu bedeutet 


C 


Gin oder Glu bedeutet 


D 


Glu bedeutet 


E 


Gly oder Ala bedeutet 


und F 


Asp oder Glu bedeutet. 



ao Besonders bevorzugt sind die Verbindungen [Ala 1 oder Leu 1 , Thr 2 Glu 33 , Gln^Glu^-Ala 64 -] Desulfatohirudin 
und [Ala 1 oder Leu 1 , -Thr 2 , Glu 33 , Gln^-Glu 53 , Glu 5 *-] Desulfatohirudin. 

Die erfindungsgemaGen synthetlschen Hirudlnderivate kflnnen Ober Mikroorganismen oder aber auch chemfech 
synthetisch hergestellt werden. Bevorzugt 1st die Herstellung in Backerhele oder E.coli. 

Derchemische Stabilitat deroptimierten Isohirudine in Verbindung mit einem hocheffizienten Expresstonssystem 

45 erlaubt relatlv elntache und damlt kostengOnstlge Aularbeltungsverfahren. Dabei kann die Komblnation an sich be- 
kannter biochemischer Methoden zu Verfahran luhren, die sich leicht voneinander unterscheiden kdnnen. Solche Ver- 
fahrensvarianten sind ebentalls Gegenstand der Erfindung. Abkdmmlinge des [Ala 1 , Thr 2 ] Desulfatohirudins konnen 
beispielsweise in einam Expressionssystem gemaB der Europaischen Patententanmaldung EP-A448 093 hergestellt 
werden, wobei die Aufarbeitung aus nur wanigan Schritten besteht: Die Zellsuspension am Enda der Fermentation 

so oder ein zelllreies Kulturfiltrat wird auf pH 2-4 (z.B. mit Ameisensaure, HCI) angesauert, ein dabei anfallendes protein- 
haltiges Prazipitat kann abzentrrfugiert oder abfiltriert werden. Aus dem klaren Clberstand kann das Produkt im ein- 
fachsten Fall, sofem dies das verwendete Kulturmedium zulaGt, Ober Reversed Phase -Chromatographie hoch ange- 
reichert warden. Bei Verwendung komplaxar Median hingegen ist as vorteilhaft, den Salzgehatt der Losungzu radu- 
zieren, z.B. durch Ultra-ZDlafiltration, urn dann elne lonenaustauschchromatographle an einem Katlonenaustauscher, 

& z.B. Fractoge® EMD- SOg vorzunehmen. Anstelle der Ultrafiltration kann auch eine hydrophobe Adsorption an ein 
geeignetes Harz, wia z.R beschrieben in der Europaischen Patentanmaldung EP-A 316 650 durchgaluhrt werden. 
Das Produkt der Kattonenaustauschchromatographle kann dann direkt in die Reversed Phase -Chromatographie (z. 
B. an Lichroprep® RP18) eingeschleust werden, die ein hochreines Produkt liefert. Im Bedarfslall konnen verbliebane 
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Verunreinigungen durch eine zusatzliche AnionenaustauschchromalographiB, z.B. an Q-Sepharose, entfernt warden. 
Durch entsprechende Optimierungen der elnzelnen Stulen kdnnen Ausbeuten > = 50% realislert werden. 

Bai Varwendung aines Expresstonssystems gemaft der Europaischen Patantanmeldung EP-A 316 650 zur Dar- 
stellung von stabilisierten Abkommlingen des [Leu 1 .Thr^Desulfatohirudins kann die Aufarbertung anafogdurchgefuhrt 
5 warden, wobei as sich jedoch empfiehlt, das Produkt vor der Kationanaustauschchromalographie durch ainen Batch- 
Anionenaustauscherschritt, wie z.B. beschrieben in der Europaischen Patentanmeldung EP-A 316 650, weiter anzu- 
relchern. 

Beispiel 1: Konstruktion des Vektors pCMT203 

10 

Biotechnobgische Arbeiten wie das Aniegen von Saatzellbanken oder die Fermentation eines Stammes werden 
bevorzugt unter Selektionsdruck auf das bearbeitete Wirts-Afektorsystem durchgelQhrt. Damit wird die Gefahr dar 
Verunreinigung durch fremda Mikroorganismen minimiert. Nach den Richtlinien daramerikanischen Gesundheitsbe- 
horde soltte das Antibiolikum Ampicillin nicht in Herstellungsverfahren fur rekombinante Proteine \ferwendung finden. 

is In dar Europaischen Patantanmeldung EP-A 448 093 wurden die Piasmide pCM7051 und pCM7053 beschrieben. 

Eine Verbesserung der Piasmide im Hinblickauf den oben beschriebenen Aspekt kann dann errelcht werden, wenn 
man die Vektor-DNA urn die bekannte ResislBnz gegan Tetrazyklin erweitert 

Dazu wird DN A des Plasmides pCM7051 mit Nru1 linearislert und dem isolierten 1,1 kb- Nru1 -Fragment aus dem 
Plasmid pCM7G53 llgiert. Dieses DNA-Fragment enthalt den im Piasmid pCM7051 lehlenden 5-termlnalen Teil des 

20 Tetrazyklinresistenzgenes. Kompatante Zellen das E.coli-Stammes Mc1061 werden mit dem Ligationsgemisch trans- 
tormiert und aul NA-Agarplatten, die 12,5 mg/l Tetrazyklin enthalten, ausplattiert Nach Inkubation bei 37oC uber Nacht 
erhalt man Translormanten. Plasmid-DNA wind davon reisoliert und mittels Restriklionsanalysa charakterisiert Die 
DNA eines richtigen Plasmides wird anschlieBend mit den Enzymen Aval und Nde1 nach Angaben der Hersteiler 
umgesetzt und gelalektrophoretisch aufgetrannt. Das grofcere der beidan Fragmanta wird isoliert und die ubeihangen- 

25 den Enden mit Hilfe von Klenow Polymerase aufgefQIIt. AnschlieGend wird das Fragment autoligiert und erneut nach 
E.coli Mc1061 translormiert. Nach Charakterisierung der DNA mittels Restriktionsanalyse erhalten die gewunschten 
Piasmide die Bezeichnung pCMT203 (Fig.1). 

Beispiel 2: Konstruktion von Hirudin-Nfarianten mit Alanin als N-terminaler Aminosaure 

30 

Hirudin-Varianten.die mit Alanin beginnen.sollen In E.coli exprkmlert werden. Zur Klonierung wurden die in Beiplel 
1 beschriebenen Vektoren pCM7053, pCMT203 und das in EP-A 171 024 beschriebene Plasmid dar Figur 3 mit dar 
als DNA-Sequenz I bezeichneten synthetischen DNA-Sequenz fur Hirudin verwendet. Dieses Plasmid wird im lolgen- 
den als Plasmid pK152 bazeichnal Ferner wurden unter Einsatz der DNA-Synthese-Maschine "391 DNA Synthesizer" 
35 der Firma Applied Biosystems folgende Oligonukleotide synthetisiert: 

Hir1 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCACCAGGAAGGCGAATT - 3' 



Hir2 5'- CGAATTCGCCTTCCTGGTGAGACTGCGGTTTCGGGGTAC - 3' 



Hir5 5 - GATCCGAAGGTGAAAAGAACCAGTGCGTTACTGGCGAAGGTAC*3 , 

45 

Hir6 5 - CTTCGCCAGTAACGCACTGGTTCTTTTCACCTTCG - 3 r 



Hirl 3 5'- C C C G AAAC CGC AGTCTC ATAACG AG GGCG ACTT - 3' 



Hir14 5'- CGAAGTCGCCCTCGTTATGAGACTGCGGTTTCGGGGTAC 3' 

55 

H:M5 5'- CCCGAAACCGCAGTCTCATCAGGAGGCTGACTT - 3' 
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HirlS 5'- CGAAGTCAGCCTCCTGATGAGACTGCGGTTTCQQGGTAC - 3' 



5 Bespiel2a: Konstruklion der Hirudin-Variante 13 (Atf.GluM Gin** Glu^GluK) in Plasmid pSCH13 

DNA des Plasmides pK152 wird mit den Enzymen BamH1 und Kpn1 umgesetzt und die beiden enstehenden 
Fragments geleiektrophoretisch voneinander getrennt. Das groBe Fragment wird isoliert und in einer T4-DNA-Ligase- 
reaktion mit den zuvor zum Doppelstrang hybridisierten Oligonukleotidsequenzen Hir5 und Hir6 umgesetzt. Kompe- 
10 tente E.coli Mc1061 Zellen warden mit dem Ligationsgemisch transformiert. Parallel dazu wird das pK153 \fektorfrag- 
ment in einer Autoligationsreaktion mit sich selbst ligiert und ebenfalls transformiert. Die Transformationsansatze wer- 
den auf NA-Platten, die 20mg/l Ampicillin enthalten, ausplattiert und fiber Nacht bei 37*C inkubiert Am nachsten Mor- 
gan wird das Experiment ausgewertet Die Klonierung wird dann als erfolgversprechend betrachtet, wenn die Ligation 
mit dem Oligonukleotidfragment mindestens 100-lach mehr Transformanten lielert als die Autoligation. Vbn Transfor- 
ms manten der Kbnierungsreaktion wird dann Plasmid-DNA isoliert und mittels Restriktionsanalyse charakterisiert. \fon 
Plasmld-DNA, die das richtlge Restriktlonsmuster zeigt, wird das BamH1/Hind3 Fragment, das die Hirudhpeptldse- 
quenz 32-65 mit dem Austausch Asp 55 nach Glu 55 enthalt, isoliert. Dieses Fragment wird mit dem BamH1/Hind3 ge- 
dffneten Vektor pCM7053 ligiert. Es entsteht das Plasmid pCM7053Var3. Das Plasmid enthalt die DNA-Sequenz fur 
ein verandertes Hirudin, das in Position 55 die Aminosaure Glu tragi 
20 DNA des Plasmides pK152 wird mit den Restriktionsenzymen Kpn1 und Bstbl gespalten. Nach gelelektrophore- 

tischer Auftrennung wird das groBe Veklorfragment isoliert. Dieses Fragment wird mit den zuvor zu Doppelstrang 
hybridisierten Oligonukleotiden Hirt und Hir2 ligiert. Entsprechend dem oben beschriebenen Ablaut entsteht ein Derivat 
des Plasmides pK153. Dieses wird als Variante 1 bezeichnet. Von diesem Plasmid wird das BamH1/Hind3 Fragment 
isoliert, das mit dem BamH1/Hind3 gedffneten Vektor pCM7053 ligiert wird. Es entsteht das Plasmid pCM7053\fer1, 
2S welches fQr ein verandertes Hirudin codiert, das in Position 52,53 und 55 die Aminosauren Gin, Glu und Glu enthalt. 
Das Plasmid zeichnet sich durch eine im Vergleich zu pCM7053 zusatzlich vorhandene Erkennungsstelle fur das Re- 
striktionsenzym EcoRt a us. 

DNA der Plasmlde pCM7053Var1 und pCM7053Var3 wird mit den Enzymen Kpn1 und MIu1 doppelverdaut und 
geleiektrophoretisch auf getrennt. Es entstehen jeweilszwei Fragmente von denen im Falle des pCM7053>fer1 Ansat- 

30 zes das groBere der beiden und im Falle von pCM7053>fer3 das kleinere der beiden Fragmente isoliert wird. Beide 
Fragmente werden in einer Ligation zu dem neuen Plasmid p\fer13verelnigt, das In dem Stamm E.coli Mc1061 exprl- 
miart wird. Hirudin wird gemaB Beispiei 5 isoliert und mittels Aminosaureanalyse charakterisiert. Mit der erwarteten 
Aminosaurezusammensetzung ist die Rtehtigkeit der Konstruklion des Plasmides pVar13 bestatigt. 

DNA der Plasmide pCMT203 und p\fer13 wird nun mit den Restriktionsenzymen Mlu1 und Pvu1 umgesetzt und 

as geleiektrophoretisch aufgetrennt. Es entstehen jeweils zwei Fragmente von denen jeweils das groBere isoliert wird. 
Die so isolierten Fragmente werden in einer Ligasereaktion zu dem Plasmid pSCH1 3 verertigt. Durch Restriktionsen- 
zymanalyse und DNA-Sequenzanalyse wird dessen Struktur bestatigt. Dieses Plasmid wird in die in der Europaischen 
Patentanmeldung EP-A448 093 beschriebenen E.coli K12 Sekretormutanten durch Transformation in bekannterWeise 
eingefQhrt 

40 

Beispiei 2b: Konstruklion der Hirudin-Variante 83 (A^.GIu^Glu 53 ) in Plasmid pSCHfi3 

Das in Beispiei 2a beschriebene Kpn1/Bstb1 - pK152-Vektorfragment wird mit den zuvor zu Doppelstrang hybri- 
disierten Oligonukleotiden Hir13 und Hirt 4 ligiert. Es entsteht ein als Vferiante 8 bezeichnetes Plasmid. Von diesem 

45 Plasmid wird gemaB Beispiei 2a das BamH1/Hlnd3 -Fragment isoliert und in den BamH1/Hlnd3 gedffneten Vektor 
pCM7053 eingefuhrt. Es entsteht das Plasmid pCMVferB, von dem das kleinere Kpn1/Mlu1 -Fragment isoliert wird. 
Dieses wird mit dem groBen Kpn1/Mlu1 - Fragment aus Plasmid pCMVar3 ligiert. Es entsteht das Plasmid pVar83, 
das in dem Stamm E.coli Met 061 exprimiert wird. Nach Isolation des Hirudinderivats und anschlieBender Aminosau- 
reanalyse bestatigt sich die Plasmidstruktur, so daB gemaB Beispiei 2a das Mlu1/Pvu1 -Fragment isoliert wird, das mit 

so dem dem groBen Mlu1/Pvu1 -Vektor -Fragment aus Plasmid pCMT203 zu Ptesmid pSCH83 ligiert wird. Dieses Plasmid 
wird in die oben beschriebenen Sekretormutanten eingefQhrt. 

Beispiei 2c: Konstruktion der Hirudin-Variante 93 (Ak^.Glu^, Gln52 Glu^Ala 4 *) in Plasmid pSCH93 

65 Die Konstruktion des Plasmides pSCH93 erlolgt in Analogie zu Beispiei 2d. Dabei wird im ersten Klonierungsschritt 
das Bstb1/Kpn1 -pK152-Fragment mit den zu Doppelstrang hybridisierten Oligonukleotiden Hir15 und HiM6 zu dem 
Plasmid mit der Bezeichnung Variante 9 umgesetzt 
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Beispiel 3: Expression der Plasmide pSCH13, pSCH83 und pSCH93 

Die Expression der Plasmide pSCH13, pSCH83und pSCH93 erfolgt sowohl im Schuttelkolben als auch im 10 
LitermaBstab gemaB der Europaischen Patentanmeldung EP-A 448 093. Dabei finden die beschriebenen Stamme 
5 oder Varianten davon Anwendung. Fur die Expression von Kulturen im KubikmetermaBstab konnen sich naturgemaB 
veranderte Medien, Induktionsbedingungen und Fermentationszeiten ergeben, was dem Fachmann bekannt isl. 

Beispiel 4: Klonierung und Expression der Hirudinvarianten 13 und 93 in Backerhele 

10 In der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 wird ein synthetisches Hirudin beschrieben, das in Abwand- 

lung der naturlichen Sequenz N-terminal die Aminosaure Leucln tragt. Dieses Hirudin kann ebenfalls werler optimiert 
werden, wenn man in der dem Leucin folgenden Sequenz ab Aminosaure 2 die in den zuvor fflr die Varianten 1 3 bzw. 
93 beschriebenen Veranderungen vornimmt. Dabei wird beispielhaft auf die in dieser Anmeldung beschriebenen Vek- 
toren und Stamme zuruckgegrrffen. Es ist dem Fachmann gelaufig, daB auch Jedes andere Heteexpressionssystem, 

is das zur Ausschleusung von Hirudin oder Nfarianten hiervon ffihrt, benulzt werden kann. 

Der In der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 beschriebene Klonlerungsvektor 7 wird mil BamH1 und 
Hind3 geoffnet und jeweils mil dem aus Plasmid pSCH13 bzw. pSCH93 isolierten BamH1/Hind3 Fragment, das die 
Jewells im Klonlerungsvektor lehlenden Aminosauren des carboxyterminalen Teiles der HIrudinsequenz umfaBt, ligiert 
E9 entstehen die Plasmide p713 und p793, die mittete Restriktlonsanalyse charakterlsiert werden. Vein richtlger DNA 

20 dieser Plasmide wird anschlieBend das EcoR1/Hind3 -Fragment isoliert und die uberstehenden Enden in einer Klenow- 
Polymerasereaktion aulgef ullt. Die so praparierten Fragmente werden jeweils mit dem slumptendigen Vektorfragment 
von Plasmid yEP13 gemaB Beispiel 1 der Europaischen Patentanmeldung EP-A 324 712 ligiert. Es entstehen die 
Plasmide pHABvar131 und pHABVar132, die sich nur in Bezug aul die Orientierung des insertierten Fragmentes un- 
terscheiden und die lur ein Hirudinderivat kodieren, das durch die Aminosauren Leui.Glu^ Gln^.Glu 53 und Glu** 

25 gekennzeichnet ist, sowie die Plasmide pHABvar931 und pHABVar932, die sich ebenlalls nur durch die Orientierung 
des insertierten Fragmentes unterscheiden undtur ein Hirudinderivat kodieren, das durch die Aminosauren Le^.Glu 33 , 
Gln^Glu 63 und Ala 64 gekennzeichnet ist. Die Plasmide werden in die in der Anmeldung beschriebenen Hefestamme 
beispielhaft iranslormiert. Die Expression und Reinlgung der Hirudln-Derivate kann gemaB der dort beschriebenen 
Prozedur durchgefuhrt werden. BekanntermaBen kann bei der Reinigung auf die Zentrifugation und die sich anschlie- 

30 Bende Adsorptionschromatographie verzichtet werden, wenn z.B. das Pellicon Ultraflltrationssystem der Firma Milli- 
pore verwendet wird. Die hler verwendeten Methoden sind lOr den LabormaGstab beschrieben. FOr Kulturen im Ku- 
bikmetermaBstab konnen andere Fermentationszeiten, Kulturbedingungen sowie Schritte der Aufarbeitung notwendig 
werden. Dies ist dem Fachmann bekannt. 

35 Beispiel 5: Reinigung von [Ala^ ,Thr 2 , Glu^Gln^GluW.GIuWj-Desulfatohirudin 

Ein zellfreier Kulturuberstands mit 3,6 g Hirudin per I wurde durch Zugabe von Ameisensaure aul pH 3 gestellt. 
Nach 1 h bei RT wurde das enstandene Prazipitat Ober eine CEPA-Zentriluge abgeschleudert Die Leltfahigkeitdes 
klaren Oberstand wurde durch Diafiltration auf < = 2,5 mS/cm abgesenkt. Danach wurde das Produkt durch aufeinan- 
40 derfolgende Chromatographieschritte an Fractogel® EMD-SO^ Uchroprep® RP18 und OSepharose hochrein dar- 
gestellt. 

Verbllebene Salze und Pufferbestandteile wurden aus dem Q-Sepharose-Eluat durch komblnierte Ultra-ZDIafiltra- 
tion enlfemt, wonach das Produkt durch Lyophilisation als Trockensubstanz gewonnen werden konnte. 

45 Beispiel 6: Reinigung von [Ala 1 .ThrS.GIu^Gln^.Glu^.Ala^l-Desultatohirudin 

Am Ende der Fermentation wurde die Kulturlosung in Gegenwart- derZellsubstanz auf pH 3 angesauert. Zellmasse 
und anlallendes Prazipitat wurden Qber einen Separator entfernt. Zu dem klaren Oberstand wurden 5 % w/tf Diaion 
HP20 gegeben, wobei eine quantitative Adsorption des Hirudins resultierte. Nach Entfernung der Mutteriauge durch 
so Filtration wurde das Harz einmal waOrig gewaschen. Danach wurde das Produkt mit auf pH3 angesauertem 30 %igem 
Isopropanoldesorbiert. Das Ware Eluat wurde wie in Beispiel 5, beginnend mit der Kationenaustauschchromatographie, 
weiterverarbeltet, urn dann nach Lyophilisation ein hochreines Trockenprodukt zu erhallen. 

Beispiel 7: Verglelchende KTWert-Beslimmung opllmierter Isohirudlne 

55 

K r Werte wurden nach der Methods von Stone und Hofsteenge (Biochemistry 25, S.4622-4628, 1986) bestimmt: 
0.2 ml elner 1.25 mM Losung von D-HHT-Gly-Arg-pNA wurden mit 1,7 ml 0,1 MTris, 0.2 M NaCI und0,1 % (v/v) Triton 
X-100 pH 8,3 und0,1 ml des zu testenden Isohirudins in 145 mM NaCI auf 25°C temperiert. Die Bindung wurde durch 
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Zugaba von 0,05 ml Thrombinlosung gestartet. Die Absorption bei 405 nm wurde uber sine Periode von 10-20 min 
aulgezeichnet 

Dia Reaktion folgt der Gleichung: 

P] = v fi n+(v 0 -v 6 )(1-a" ,r, yk + d, 

wobel 

[P] = Produktkonzentralion (Nilroanilin) 
v 0 = initiate Geschwindigkeit 

v e = Reaklionsgeschwindigkeit im Glaichgawichtszustand 
d = [P]belt=0 

Die Geschwlndigkeitskonstante k wurde durch nichtlineare Regression bestimmt. Die Extrapolation von k bel ver- 
schiedenen Inhfoitorkonzentrationen auf [I] = 0 entsprechend 

k = k on niy(1^ m ) + k off 
iialart die Geschwindigkaitskonstantan k^, und k^ und damit Kp^f/k^. 



Tabelie 1 



Kj-Werte optimierter Desulfatohirudine 


Verbindung 




[lie 1 ,Thr z ] Desulfatohirudin 1 
[LeuMhr 2 ] Desulfatohirudin 2 

[Ala^Thr 2 ] Desulfatohirudin 3 I 
[Ala^ThrZGIu 33 ] Desulfatohirudin 
[Aiai^r^Gln^.Glu^Glu 56 ] Desulfatohirudin 
[^.Thr^.Glu^.Gln^.Glu^Glu 55 ] Desulfatohirudin 
[^.Thr^.Ala 54 ] Desulfatohirudin 
[^.ThrS.GIu^.Ala 54 ] Desulfatohirudin 
[AJaMhr^Glu 53 ] Desulfatohirudin 
[Alai.Thr 2 Glu^Glu 53 ] DesuHatohirudin 
[AlaMhr^.Gln^Glu^.Ala 54 ] Desulfatohirudin 
[AlaMhrS.GIu^Gln^.Glu^.Ala 64 ] Desulfatohirudin 


6,1x10-1° 
1,4x10-1° 
2,0x10-" 
1,6x10-10 
1,9x10-1° 
3,0x10-1° 
2,7x10*10 
3,5x10-1° 
3,8x10-1° 
3,7x10-1° 
2,2x10-1° 
3,1x10-1° 



> Von Sum natQfllchwi teohifudln abgZtotoc Daeulfatohlrudin. 

2 Optimiertee Desultalohirudin fur Hefeexpreesbn laut EP-A 324 712. 

3 Optimiertee Desultatohkudtn fur did E.oofi-Sakretionfiexpreefiion but EP-A 448 0&3. 



Beispiel 8: EinfluB optimierter [AlaMhr 2 ] Desulfatohirudin-Analoge auf die partielle Thromboplastinzeit (PTZ) im Rhe- 
susaflen 

[Leui.Thr 2 ] DesuHatohirudin, [Alai.Thr 2 ] Desulfatohirudin, [AlaMhrS.GIu^.GIn 52 Glu^Glu 55 ] Desulfatohirudin 
und [Alai Jhr 2 Glu^Gln^.Glu 53 , Ala 54 ] Desulfatohirudin wurden in einer Dosis von 0,5 mg/kg mannlichen Rhesusaffen 
mit einem Korpergewicht von 6,5 +- 1,6 kg intravenos appliziert. In bestimmten Abstanden wurden dann Hutproben 
fflr die Bestimmung von Gerinnungsparametem entnommen. Die partielle Thromboplastinzeit (PTZ) wurde wie folgt 
bestimmt (Abb. 2): 

0,1 ml Citratplasma und 0,1 ml PTT-Reagenz aus Human-Thrombozyten (Behringwerke) wurden in einem auf 37 C 
vorgewarmten Teslr6hrchen zusammengegeben und zur vollstandlgen Aktivierung des endogenen Gerinnungssy- 
stems genau fur 2 min bel 37"C gehalten. AnschlieBend wurde 0,1 ml 0.025 M Calciumchloridlosung hinzugegeben 
und die Gerinnung im Koagulometer (nach Schnitger und Gross) gemessen. 
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Beispiel 9: 20 Stundan-Stabilitat von [Ala^Thr 2 ] Desulfatohirudin-Anatogen bei pH 7 und 60°C 

DiB zu testende Verbindung wurda in 20 mM NaP| pH 7, 300 mM NaCI zu 0,5 mg/ml geldst und fur 20 h bai 60»C 
inkubiert. Zu den Zeitpunkten t=0 und t=20h wurden Proben entnommen und per RP-HPLC (Nucleosil®) sowie Anio- 
5 nenaustauschchromatographie (Mono Q®) analysiert. Dar Anteil neugebildeter Nabanprodukte wurda kalkuliart 



is 



20 



40 



Tabelle 2: Stabilitat optimierter Desulfatohirudine unter Stressbedingungen: 20 h, 
G0°C, pH 7 

Verbindung % neugebildete Nebenprodukte 

[Ala'.Thr 2 ] Desulfatohirudin 1 23 r 0 
[AlaMhr^Gtu 33 ] Desulfatohirudin 15,2 



[Ala\Th^Gln S2 ,Glu*Glu 55 ) Desulfatohirudin 14,6 
{AlaMhi^.G^^ln^Glu^^Glu 55 ] Desulfatohirudin 3,2 

25 

1 Stammverbindung 

30 Beispiel 10: Stabilitat von [AlaMhr 2 ] Desulfatohirudin-Analogen bei pH 6,5 und 60°C 

Die gerainigten Isohirudina wurden ate Lyophillsat zu 1 mg/ml in Wasser galost und mil 1M NagHPO* auf pH 6,5 
gestellt. Nach Sterilfiltration wurden die Ldsungen im Schuttelwasserbad unter UchtausschluB bei60 B C inkubiert. Pro- 
ben wurden zu dan Zeitpunkten t = 0,5,24,48,72 und 96 h entnommen und per RP-HPLC (Nucleosil®) und lonenaus- 
35 tauschchromatographie (Mono Q®) aul ihren Gehalt an Nebenprodukten analysiert. Die Reinheit zum Zeitpunkt t = x 
ist dargestellt relativ zur Reinheit t = 0, wobai aus den beiden Analysesystemen jeweils dar ungunstigere Wert zugrun- 
degelegt wurda (Fig. 4). 



Beispiel 11: Stabilitat von [AlaVThr 2 ] Desullatohirudin-AnaJogen bei pH 4 und 60°C 

Die gerainigten Isohirudina wurden als Lyophilisat zu 1 mg/ml in Wasser galost und mit 1 M Essigsaure aui pH 4 
gestellt. Inkubatlon und Analysen wurden entsprechend Beispiel 10 durchgefOhrt (Flg.3). 



45 Patentanspruche 

1 . Isohirudine mit verbesserter Stabilitat gekennzeichnet durch die Idgenden Aminosauren 

an Position 33 Glu 
so an Position 52 Gin, Glu, Asn oder Asp 

an Position 53 Glu 
an Position 54 Gly oder Ala 
an Position 55 Asp oder Glu. 

55 2. Isohirudine nach Anspruch 1 mit der Formel 
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A 1 -A' -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-G!y-Gln-Asn«Leu-Cys-Leu- 

20 30 
Cys-Glu-Giy-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asrwlys-CysMle-Leu- 

40 

Gly-Ser- B ♦ Giy-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys«Varthj?Gly'Glu-Gly-Thr- 

50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E - F -Pfte-Glu-Glu-lle-Pro- 



15 




Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn 

wobel 


20 




= Leu, Ala lie oder Val bedeutet 




A* 


= Thr oder Val 




B 


Glu bedeutet 




C 


Gin odor Glu bedeutet 




D 


Glu bedeutet 


25 


E 


Gly oder Ala bedeutet 




und F Asp Oder G lu bedeutet 



3. Isohlrudine nach Anspruch 1 Oder 2, wobei Position 1 Ala oder Leu bedeutet, an Position 2 Thr stent, an Position 
33 Gl u steht, an Position 52 Gin stent , an Position 53 Gl u stent, an Position 54 Gly steht und an Position 55 G I u stent. 

30 

4. Isohlrudine nach Anspruch 1 oder 2, wobel Position 1 Ala oder Leu bedeutet, an Position 33 Glu steht, an Position 
52 Gin steht, an Position 53 Glu steht, an Position 54 Ala steht und an Position 55 Asp steht. 

5. Vektoren, die fur Isohirudine gemaB der Anspruche 1 bis 4 kodieren. 

35 

6. Verfahren zur Herstellung von Isohirudinen nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB Proteine der 
Wirts-Zelle durch eine saure Fallung bei einem pH 5 4 abgetrennt werden, wonach das Produkt aus dem Kultur- 
medium durch sukzessive chromatographische Reinigung, die zumindest einen Kationenaustauscher und eine 
RP-Chromatographie umfaBt, hochrein dargestellt wird. 

40 

7. Arzneimittel, die ein oder mehrere Isohirudine gemaB den AnsprQchen 1 bis 4 als Wirkstoff enthalten. 

8. Galenische Zubereltung eines Isohirudins gemaB AnsprQchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Wirksub- 
stanz in einer Konzentration von 1-500 mo/ml und bei einem pH zwischen 4 und B in geloster Form Iflr die paren- 

45 terale (l.v. und s.c.) Applikatlon vorllegt 



Claims 

50 1 . An isohirudin with improved stability and with the following amino acids 

Glu at position 33 
Gin, Glu, Asn or Asp at position 52 
Glu at position 53 
55 Gly or Ala at position 54 

Asp or Glu at position 55. 

2. An isohirudin as claimed in claim 1 with the formula 
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A 1 -A^-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu-Cys- 

20 

5 Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys- 
30 40 
Cys-Ile-Leu-Gly-Ser- B -Gly-Glu-Lys -Asn-Gln-Cys -Val -Thr- 
10 SO 52 53 54 55 

Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E - F- 

60 

is phe-Glu-Glu-lie-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln 
where 

A 1 is Leu, Ala, He or Vial, 
20 A 2 isThrorVal, 

B is Glu, 

C is Gin or Glu, 

D is Glu, 

E is Gly or Ala, 
25 and F is Asp or Glu. 

3. An isohirudin as claimed in claim 1 or 2, where position 1 denotes Ala or Leu, Thr is at position 2, Glu is at position 
33, Gin is at position 52, Glu is at position 53, Gly is at position 54 and Glu is at position 55. 

so 4. An isohirudin as claimed in claim 1 or 2, where position 1 denotes Ala or Leu, Glu is at position 33, Gin is at position 
52, Glu is at position 53, Ala is at position 54 and Asp is at position 55. 

5. A vector which codes lor an isohirudin as claimed in claims 1 to 4. 

35 6. A process lor the preparation of isohlrudins as claimed in claim 1 to 4, which comprises separating proteins erf the 
host cell by an acid precipitation at a pH < 4, after which the product is prepared with high purity from the culture 
medium by successive chromatographic purification which comprises at least one cation exchanger and one RP 
chromatography. 

40 7. A pharmaceutical which contains one or more isohirudins as claimed in claims 1 to 4 as active ingredient. 

8. A pharmaceutical formulation of an Isohirudin as claimed in claims 1 to 4, wherein the active substance Is present 
in a concentration erf 1-500 mc/ml and at a pH between 4 and 8 in dissolved form for parenteral (l.v. and s.c.) 
administration. 



Revendlcatlons 

1. Isohirudines a stabilite amelbree, caracterisees par les aminoacides suivants 

50 

Glu a la position 33, 
Gin, Glu, Asn ou Asp a la position 52, 
Glu a la position 53, 
Gly ou Ala a la position 54, 
55 Asp ou Glu a la position 55. 

2. Isohirudines selon la revendlcatlon 1 , de formule 



10 



EP 0 549 915 B1 



A* -A 2 -Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Qlu-Ser*Gly'Gln«Asn-Leu-Cys-Leu- 

20 30 
Cys-G!u-Giy-Ser-Asn-Val-Cys-Qly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-lle-Leu- 

40 

D Giy-Ser- B • Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-ThpGly-Glu-Gly-Thr- 
50 52 53 54 55 60 
Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His- C - D - E - F -Phe-Glu-Glu-lle-Pro- 
Glu-G^Ty-Lsu-Gln 

dans laquelle 

A 1 represents Leu, Ala, lie ou Vfel, 

A 2 represents Thr ou Nfel, 

B represents Glu, 

C represents Gin ou Glu, 

D represents Glu, 

E represents Gfy ou Ala et 

F represents Asp ou Glu. 

Isohirudines selon la revendicatlon 1 ou 2, dans lesquelles la position 1 represente Ala ou Leu, Thr se trouve k la 
position 2, Glu se trouve k la position 33, Gin se trouve a la position 52, Glu se trouve a la position 53, Gly se 
trouve k la position 54 et Glu se trouve k la position 55. 

Isohirudines selon la revendication 1 ou 2, dans lesquelles la position 1 represente Ala ou Leu, Glu se trouve a la 
position 33, Gin se trouve k la position 52, Glu se trouve k la position 53, Ala se trouve k la position 54 et Asp se 
trouve k la position 55. 

Vecteurs qui cedent pour tes isohirudines selon les revendications 1 a 4. 

Proceed pour la production d'isohirudinee selon les revindications 1 k 4, caractense en ce que Ton sSpare des 
proteines do la cellule hote par une precipitation acide a pH 5 4, k la suite de quoi on obtient le produit tres pur a 
partir du milieu de culture par purification chromatographique subsequente, qui comprend au mains un echangeur 
de cations et une chromatographic en phase inverse 

Medicament contenant comme substance active une ou plusieurs Isohirudines selon les revindications 1 k 4. 

Composition gal6niquecfune isohlrudlne selon lesrevendlcations 1 &4, caract6rlsee en ce que la substance active 
est presents sous forms dissouts, pour ['administration parenterals (i.v. et b.c), k une concentration de 1-500 mg/ 
ml et k un pH entre 4 et 8. 
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